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　　　　　　（Director：Kozaburo　KIMURA）
　　Results　of　hyperthermochemotherapy，　combining　conventional　chemotherapy　and　hyperthermia，
in　a　murine　neuroblastoma　suggested　that　it　could　be　used　in　the　treatment　of　hyman　neuroblastoma
in　the　clinical　setting．　We　prepared　the　encapsulated　anticancer　agent　Adriamycin　（ADM）　in
thermosensitive　liposome－an　artifical　lipid　membrane　vesicle－and　experimentally　evaluated　the
selective　antitumor　efficacy　of　hyperthermia．
　　The　agents　used　in　the　chemotherapy　were　ADM，　Cisplatinum　（CDDP），　Cyclophosphamide
（CPM）　and　liposome－encapsulated　ADM　（Lip－ADM）．　Tumor　cells　were　transplanted　to　the　hind
legs　of　mice，　which　were　divided　into　three　groups：a　hyperthermia　group，　a　chemotherapy　group
and　a　hyperthermochemotherapy　group．　The　doubling　time　of　the　maximum　tumor　dimension　and
survival　time　in　each　group　were　evaluated　after　the　respective　treatments．
　　Optimal　temperatures　for　hyperthermia　ranged　from　41“C　to　430C，　but　no　significant　antitumor
effects　were　noted　by　treatment　with　hyperthermia　alone．
　　Concerning　the　chemotherapy　group　and　the　hyperthermochemotherapy　group，　ADM　in　combina－
tion　with　hyperthermia　proved　effective，　but　when　the　latter　was　combined　with　CDDP，　survival
time　was　reduced．
　　We　also　studied　levels　of　Lip－ADM　in　individual　organs．　The　intra－organ　levels　of　Lip－ADM　were
highter　than　those　of　ADM　（p　〈O．Ol）　and　were　sharply　elevated　when　combined　with　hyperthermia．
Accumulation　of　Lip－ADM　in　the　heart　were　lower　than　those　of　ADM　（p〈O．05）．
　　The　combined　use　of　Lip－ADM　and　hyperthermia　resulted　in　the　longest　prolongation　of　both
doubling　time　and　survival　time　（p〈O．015）　and　seemed　to　be　an　effective　trarget　therapy　for
neuroblastoma．
　　In　addition，　we　histopathologically　evaluated　the　changes　in　tumors　over　time　in　those　mice　that
were　treated　by　hyperthermochemotherapy　with　Lip－ADM．　lt　was　suggested　that　the　combined　use
of　Lip－ADM　and　hyperthermia　would　provide　extensive　therapeutic　effects　on　traget　tumor　and
surrounding　tissues．
（1994年3月2日受付，1994年3月6日受理）
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1．緒 言
　神経芽腫は小児悪性固形腫瘍のうちで最も頻度が
高い．現在，乳児マススクリーニングの導入により
早期発見される症例が増え，近年導入された集学的
治療と合わせ，治療成績の向上が得られている．し
かし，一方では進行症例も多く，外科治療に加えて
補助療法の確立が待たれている．
　本研究はマウス神経芽腫モデルを用いて，従来の
化学療法に温熱療法を加えた温熱化学療法の効果を
検討した．さらに近年注目されているDrug　derivar－
ysystem（DDS）の応用として，人工脂質膜小胞で
あるリボソームにアントラサイクリン系抗癌抗生物
質doxorubicin　hydrochloride（Adriamycin：
ADM）を封入することによって，熱感受性のあるリ
ボソーム封入ADMを作製し，温熱療法併用による
選択的抗腫瘍効果の検討を行った．
II．研究材料および方法
　1．実験および実験腫瘍
　実験動物はspecific　pathogen　freeの条件下に飼
育された8～12週齢，体重20gのA／Jマウスを使用
した．実験腫瘍細胞は千葉大学放射線医学研究所の
安藤興一先生より分与されたマウス神経芽腫細胞
C－1300第5世代細胞を使用した．
　2．腫瘍の継代
　C－1300細胞をマウスの背部皮下に移植し，連日腫
瘍径を測径両脚器で計測し，Giavazziら1）の方法に
て以下の式で算出した．
　LxW2／2，　L＝length　（mm），　W＝width　（mm）
Giavazziらの測定値（測定値）が3000～4000に達
した時点で腫瘍を摘出し，腫瘍細胞を次代に移植し
た．また同時に，細胞は培養継代および冷凍保存で
旧株を維持した．
　3．単細胞浮遊液の調整
　A液：Dulbucco　B．B．S．200　ml，　Tripsin　1：2502
g，pancreatin　O．2g，　B液：Dulbucco（NaCl　8．Og，
KCI　O．2g，　NaHPO　1．15　g，　KHPO　O．2g，　O．20／o
Phenol　red　l　ml）とし，　A液10　ml，　B液40　mlの
計50mlの混合液20　mlに，腫瘍のhomogenizeした
ものとDNAaseを加え，15分間室温で撹搾した．
次に上清を破棄し＃80のメッシュで濾過した後，ハ
ンクス液（Newborn　Calf　Serum）を加えて計50　m1
とした．さらにこれを＃200のメッシュで濾過した
Lipid　40umol　in　chloroform
　　eevaporatlon
Iipid　fiim
　－mixture　in　3m2
　　　　（isopropyiether：chloroform＝111）
　　　　add　lme　ADM（17．2mM　in　saline）
　　一sonication
WIO　emulsion
　　－evaporation（640mmHg，60℃）
gel　phase
　　－vortexing
　　－evaporation（750mmHg，600C）
vesicies
　l－filtration　by　poLycarbonate　membrane
Sephadex　G－50column
　l
Lip－ADM
　　図1　温度依存性Lip－ADMの調製
後，1100～1200回転で7～8分遠沈し，最後にハンク
ス液で希釈して単細胞浮遊液を調整した．
　4．薬剤
　1）化学療法使用薬剤の種類および投与量
　化学療法薬剤は，Adriamycin（ADM），　Cis－
platinum　（CDDP），　Cyclophosphamide　（CPM），
およびリボソーム封入ADM（Lip－ADM）を使用し
た．投与量はLD5。の1／4量を投与し，　ADM　5　mg／
kg，　CDDP　3．5mg／kg，　CPM　75　mg／kgをそれぞ
れマウスの尾静脈より静注投与した．なお，Lip－
ADMはADMとして5mg／kgに相当する量を静
注投与した．
　2）Lip－ADMの調整
　生体内で一定の相移温度をもつ，温度依存性Lip－
ADMを院内調整した．温度依存性Lip－ADMの調
整は，Dipalnitoyl　phosphatidil　choline（DPPC）を
基本に，Distearoyl　phosphatidil　choline（DSPC），
およびcholesterolを用いて40μmolの脂質をクロ
ロホルムに溶解して脂質皮膜を作り，次いで有機溶
媒を加えて脂質を溶解し，生理食塩水に溶解した
ADMを加え，　Bath型ソニケーターで10分間超音
波処理してW／0エマルジョンにした後，640
mmHg，60℃で溶媒を除去し，ゲル化した．これを
Vortexミキサーで軽く振盤後，再び減圧下で残り
の溶媒を除去し，窒素バブリングを行い，これを0．2
μmの膜で粒径を調整した．最後にSephsdex　G・50
カラムでゲル濾過し，リボソームに封入したADM
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と遊離したADMを分離した（図1）．
　5．Lip－ADMのAI）M放出率の検討
　温熱療法における至適温度にLip－ADMの生体内
での心移温度を一致させるため，基礎実験としてリ
ボソームの調整方法でDSPC無し，　DSPC　10　mo1％
含有，DSPC　20　mol％含有の3つに分け，各々の温
度におけるADM放出率を検討した．　ADM放出率
は，Lip－ADM溶液0．5mlに，生理食塩液または健
常人血將0．5mlを加え，36～42℃まで各温度（1度
間隔）で5分間水浴で加温後，これを直ちに冷却し，
室温を限外ろ過およびゲルろ過し，加温前のADM
量を100％として測定した．
　6．Lip－AI）Mの組織内移行濃度の検討
　ADMおよびLip－ADMを5mg／kg静注投与後1
時間，12時間，24時間目の腫瘍，心臓，肺，脾臓，
肝臓，腎臓におけるADMの組織内濃度を高速液体
クロマトグラフィー法（HPLC法）により測定した．
温熱療法時の腫瘍組織内濃度に関しては，42℃30分
加温後1時間，12時間，24時間目に同様の方法で測
定した．
　7．腫瘍細胞の移植
　A／Jマウス雌の大腿皮下にC－1300腫瘍細胞を
1×104，105，106個移植し，それぞれの腫瘍最大径が
2倍となった時期，すなわちdoubling　time（DT）と
survival　time（ST）を比較検討した．なお，実験で
は1×105個を移植したものを非治療群とし，各治療
群の対照とした．
　8．温熱療法の加温方法
　加温方法は，厚さ2mmのアクリル板に直径15
mmの穴を開け，同部を通してマウス下肢を50　gの
重りで下垂させ，恒温槽内（東洋製作：水槽用恒温器
F－002）の温水に30分間浸した（図2）．また加温温
度は，40，41，42，43，44，45℃を各々30分間施行
し，安全加温範囲を設定した．
　9．化学療法，温熱療法および併用療法の比較検
　　討
　腫瘍細胞を1×105個移植し，腫瘍が測定値
500（腫瘍最大径1cm）に達した時点で，40，41，42，
43℃の温熱療法単独群，ADM，　cDDP，　cPM，　Lip－
ADMによる化学療法単独群，および各々の温熱療
法と化学療法とを併用した温熱化学療法群の3群に
分けて治療を行い，心血における腫瘍最大径のDT，
STおよび温熱療法における至適温度を検討した．
なお，統計学的検討は，Student・t検定にてP＜0．05
st’［Yli　s，6’irktUMI91rl
，
アクリル板
　　　　　　　　　　　　Tumor　Water　bath
　　　　　微騰
　　　　　　　　　509
　　　　図2　実験方法
を有意差ありとし，生存率はKaplan－Meire法にて
行った．
　10．病理組織学的検討
　1×105個のC－1300細胞を移植し，腫瘍が測定値
500（腫瘍径1cm），4000（腫瘍径2cm），13000（腫
瘍径3cm）に達した時点での各々の病理組織像を
検討し，さらに腫瘍が測定値500（腫瘍径1cm）に
達した時点で，温熱療法単独，ADM，　Lip－ADMに
よる化学療法単独および温熱化学療法を施行し，腫
瘍の経時的変化を病理組織学的に検討した．切除標
本はホルマリン固定後，Hematoxin－Egsin染色（H．
E．染色）を行った．
III．研究結果
　1．腫蕩細胞移植による腫痴の発育
　C－1300細胞を1×104，105，106個移植したDT，
STは1×104でDT　10．8±1．2日，　ST　34．2±1．8
日，1×105でDT　9．0±1．2日，　ST　27．5±3．3日，
1×106でDT　8．0±0．7日，　ST　22．2±2．1日と移植
細胞が増えるに従い，いずれの群も短縮することが
認められた（表1）．
　2．温熱療法における加熱範囲
　40～45℃の加温を30分間施行し，加温と生存期
間を検討した．加温45℃では5匹中全てが加温中お
よび加温直後に死亡，44℃では5匹中1匹が46時
間後に死亡，1匹が48時間以降に死亡した．これに
対して40～43℃ではいずれも死亡はなかった（図
3）．以上より温熱療法の実験は40～43℃の加温範囲
で30分間施行した．
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表1C－1300腫瘍細胞移植
移植細胞数 Time Mean±SD@　（days） Maxidays）Minidays）
1×104
doubling　time
@　　（n＝8）
rurvival　time
@　　（n＝9）
10．8±1．2
R4．2±1．8
13
R9
933
1×105
i非治療群）
doubling　time
@　　（n＝5）
rUrViVal　time
@　　（n＝6）
9．0±1．2
Q7．5±3．3
11
R4
823
1×106
doubling　time
@　　（n＝4）
rUrViVal　time
@　　（n＝9）
8．0±0．7
Q2．2±2．1
926 719
hours　48
24
12
1
［／s　gs　k　［is　g．
o
30分聞加温　　　　　　　　●
　　　　　　：：
移植細胞数の増加に伴い，ST，　DTはいずれも短縮した
　　　　40　41　42　43　44　45℃
図3　加温と生存時間
　　各温度における30分間加温後の
　　生存時間（○生存，　●死亡）
表2温熱療法単独群
TemperatureTime Mean±SD@　（days） Maxidays）Minidays）
HT　40℃
doubling　time
@　　（n＝3）
rUrViVal　time
@　　（n＝4）
10．6±0．9
Q4．0±3．0
12
Q7
10
Q0
HT　41℃
doubling　time
@　　（n＝3）
rUrViVal　time
@　　（n＝4）
14．3±0．9
Q6．0±1．0
15
Q7
13
Q5
HT　42℃
doubling　time
@　　（n＝4）
rurViVal　time
@　　（n＝4）
14．0±1．2
Q6．2±2．2
15
Q9
12
Q3
HT　43℃
doubling　time
@　　（n＝4）
rUrViVal　time
@　　（n＝5）
13．7±0．4
Q9．0±4．1
14
R2
13
Q1
days
50
40
30
20
10
［　］doubling　time（DT）
［＝コsurvival　time（ST）
｛n－5）
（n翼6）
（n冨8）
｛n＝5） （n富4）
（npt5）　（n－4）
（n．4）
楽1P〈003
×2pくOO2
　　　　×2　Xl　　｛nt5）（n－4）
（nt4）
（nu4）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HT：hyperthermia
非治療群に比べ，DT，　STの有意差は認められず抗腫瘍効果はな
かった．しかし，41～43℃でのDT，　STの延長傾向が認められ，
この範囲を至摘温度と考えた．
o　非治療群　ADM　　ADM　　ADM　　ADM　　ADM　　　　　単独　　HT40℃　HT41℃　HT42℃　HT43℃
図4　ADM単独投与群および温熱療法併用
　　群のDTとST
　3．温熱療法単独効果および至適温度　／　t
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　40～43℃の温熱療法では，40℃でDT　10／6±0．9
日，ST　24．0±3．0日，41℃でDT　14．3±0．9日，
ST　26．0±1．0日，42℃でDT　14．0±1．2日，　ST
26．0±2．2日，43℃でDT　13．7±0．4日，　ST　29．0±
4．1日と非治療群に比し，DT，　ST共に有意差は認
められず，温熱療法単独の抗腫瘍効果は認められな
かった．
　しかし，温熱療法の至適温度の検討では，加温40．
CにおけるDT，　ST加温41～43℃に比べていずれ
も短い傾向がみられ，至適温度は41～43℃と判定さ
れた（表2）．
　4．化学療法単独および温熱療法併用効果
　1）ADM単独投与群および温熱療法併用群
　ADM　5　mg／kg静注単独投与のDT　9．2±2．1日，
ST　22．3±3．3日，ADMと温熱療法併用の40℃では
DT　9．3±0．8日，　ST　29．4±3．7日，41℃ではDT
13．0±2．2日，ST　28．2±4．8日，42℃ではDT
（4）
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図5CDDP単独投与群および温熱療法併用群の
　　DTとST
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　　　　　　単独’　HT40’C　HT41℃　HT42℃　HT43’C
図6CPM単独投与群および温熱療法併用群の
　　DTとST
13．5±0．5日，ST　33．5±1．6日，43℃ではDT
14．8±0，4日，ST　34．8±1．4日であった．その結果，
非治療群に比し，ADM単独投与群ではDT，　ST共
に有意差は認めなかったが，温熱療法併用群ではい
ずれも延長する傾向を認め，特に42，43℃ではST
に有意差を認めた（p＜0．03）（図4）．
　2）CDDP単独投与群および温熱療法併用群
　CDDP　3．5mg／kg静注単独投与のDT　8．5±1．5
日，ST　28．0±2．1日，　CDDPと温熱療法併用の40．
Cでは12．3±2．0日，ST　26．0±4．3日，41℃では
DT　12．3±1．2日，　ST　28．5±2．3日，42℃ではDT
11．5±1．1日，ST　29．3±3．0日，43℃ではDT　8．3±
0．4日，ST　26．8±2．9日であった．その結果，非治
療群に比し，CDDP単独投与群，温熱療法併用群で
はDT，　ST共に有意差は認めなかった．また，温
熱療法併用群の加温40，43℃において，STが短縮
Liposome＄
（o）　DPPC　with　no　DSPC
（e）　DPPC　with　IOmolO／o　DSPC
（A）　DPPC　with　20　mol％　DSPC
　36　37　38　39　40　41　42
　　　　　TEMPERATURE（“C）
図7Lip－ADMのADM温度放出率
　　一生理食塩液中一
する傾向が認められた（図5）．
　3）CPM単独投与群および温熱療法併用群
　CPM　75　mg／kg静注単独投与のDT　12．5±1．6
日，ST　29．0±1．0日，　CPMと温熱療法併用の40．
CではDT　11．8±1．4日，　ST　29，6±0．4日，41℃
ではDT　11．2±0．4日，　ST　28．5±1．5日，42℃で
はDT　14．7±0．4日，　ST　28．5±1．9日，43℃では
DT　15．0±0．7日，　ST　30．0±0．7日であった．その
結果，非治療群に比し，CPM単独投与群，温熱療法
併用群ではDT，　ST共に延長する傾向が認められ
た（図6）．
　5．Lip・ADMのADM放出率
　DPPCのみで調整したリボソームは38～39℃の
加温でADMを約80％放出するのに対して，DPPC
にDSPCを添加したリポーソムはDSPC添加量10
mol％では40℃，20　mo1％では42℃の加温で
ADMを速やかに放出し，その放出率は90％であっ
た．またADMの放出温度曲線は急激な立上がりを
示し，特にDSPCを20　mol％添加したリボソーム
は加温40～42℃で急激な放出を示した（図7）．以上
よりADM，　CDDP，　CPMによる温熱化学療法群に
おいて最も有効であったADMを薬剤担体である
リボソームに封入することで，より有効な抗腫瘍効
果を期待し，相移温度が42℃，リボソームのDSPC
添加量が20mol％のLip－ADMを作製した．
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表3ADMの経時的組織内濃度（Mean±SD）
pt　g／g
Tumor Liver SpleenHeart KidneyLung
free　ADM0．33±0．1510．03±2．955．85±0．915．98±1．9111．85±3．119．04±2．24
1h Lip－ADM
　　　　＊1
P．56±0．5813．52±1．5211，50±1．564．90±1．！012．57±0．826．93±1．22
（5．51±3．48）
free　ADM0，57±0．121．85±0．326．83±0．921．64±0．184，49±0．373．86±0．66
12hLip－ADM0．75±0。165．49±0．6215．45±7．16
　　　＊2
O．47±0．174．23±0．803，97±0．36
（2．96±1．40）
free　ADM0．46±0．10。87±0．257．69±1，091．37±0．322．43±0．313．46±1．42
24hLip－ADM
　　　　＊1
P．75±0．192．18±0．64！5．08±2．75
　　　＊2
O．48±0．232．46±0。293．08±1．61
（3．09±2。10）
＊1　p〈O．Ol
＊2　p〈O．05
（）内は42℃で30分間加温
free　ADM　5mg／kg　（iv）
Lip－ADM　5mg／kg（iv）
ays
T0罵 doublingtime（DT）
□ survivaltime（ST） （n虞8｝追2
※140 （n璽9）
（n属6）
30
（n雪9）
20 〔nk8）
（n－5）
10
0 非治療群 Lip－ADMLip－ADM
※1pくOO2
※2 p＜OO可5
　　　　　　　　単独　　　　HT42℃
図8　Lip－ADM単独投与群および温熱療法併用群
　　のDTとST
　6．Lip－ADMの組織内移行濃度
　腫瘍内のADM濃度は，1時間，12時間，24時間
目のいずれの時間でもLip－ADMを投与した方が高
い傾向を示し，1時間，24時間でADM投与とLip－
ADM投与の間に有意差を認めた（p＜0．01）．また
Lip－ADM投与したものに温熱療法を加えると，腫
瘍内のADM濃度の上昇傾向を認めた．さらに経時
的変化について比較すると，ADM投与では腫瘍内
濃度の下降傾向を認めたのに対し，Lip－ADM投与
では24時間経過しても腫瘍内濃度の持続が認めら
れ，これは温熱を加えても同様な結果であった．
　一方，心臓における　ADM組織内濃度は　Lip一
ADM投与で少なく，12時間と24時間で有意に低
値を示した（p＜0．05）．肝臓，脾臓においては，い
ずれの時間でもADMよりLip－ADMの臓器移行が
高く，特に脾臓では24時間後も高値であった．その
他の肺，腎臓では両者の間に差は認められなかった
（表3）．
　7．Lip－ADM単独投与群および温熱療法併用群
　Lip－ADM　5　mg／kg静注単独投与のDT　11．8±
1．9日，sT　34．3±3．4日，　Lip－ADMと温熱療法併
用の42℃ではDT　17．2±1．0日，　ST　38．6±4．2日
であった．その結果，非治療群に比し，Lip－ADM単
独投与群，温熱療法併用群でDT，　STの延長が認
められた．特に温熱療法併用群のSTは有意に延長
し（p＜o．015），Lip－ADMと温熱療法併用はDTお
よびSTを最も延長せしめ，有意の腫瘍増殖抑制効
果をきたすことを確認した（図8）．
　8．温熱化学療法群における生存率の検討
　温熱化学療法群の平均生存日数は，CDDP投与群
は非治療群に比し有意な延長を認めず，加温40．C，
43℃で各々26．0±4．3日，26．8±2．9日と短縮する
傾向が認められた．CPM投与群は非治療群に比し，
加温43℃で30．0±0．7日と延長傾向を認めたが，有
意差は認められなかった．ADM投与群は非治療群
に比し加温42℃，43℃で各々33．5±1．6日，34．8±
1．4日と有意に延長を認め，Lip－ADM投与群の加温
42℃では38．6±4．2日と最も有意な延長が認めら
（6）
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図10　温熱療法単独群（×230，H．E．染色）
　　加療直後（左）より，腫瘍の内部・辺縁での腫瘍細胞の広範な変性壊死を認め，加療後
　1日（右）では，辺縁部にわずかな腫瘍細胞が残存するのみとなった．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　摩
　　　　　　　　　　　　蕪　爺努
図11温熱療法単独群（×230，H．E．染色）
　　加療後3日（左）では，腫瘍の内部・辺縁での腫瘍細胞の広範は変性壊死は保たれてい
　　るが，加療後7日（右）では，内部・辺縁での腫瘍細胞の再増性がすでに始まっている．
　　　　　　　　　　鶴魏
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図12Lip－ADMと温熱療法併用群（×230，　H．E染色）
　　　加療直後（左）では，腫瘍の内部・周囲組織に腫瘍細胞を認めるが加療後1日（右）では，
　　辺縁部にのみ腫瘍細胞が残存した．
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図13Lip－ADMと温熱療法併用群（×230，　H．E．染色）
　　　加療後3日（左）では，腫瘍細胞は周囲組織を含めて完全に消失した．加療後7日（右）
　　では，周囲組織において，変性後の著明な再生組織像が認められた．
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表4温熱化学療法群の平均生存日数
Chemotherapy＋HTTime Mean±SD@（days） Maxidays）Minidays）
HT　40℃
gT　41℃
ST（n＝5）
rT（n＝4）
29．4±3．7
Q8．2±4．8
34
R2
25
Q0ADM
@　5mg／kg（iv）HT　42℃
gT　43℃
ST（n＝4）
rT（n＝5）
33．5±1．6
R4．8±1．4
36
R6
32
R2
CDDP
@　4mg／kg（iv）
HT　40DC
gT　41℃
gT　42℃
gT　43℃
ST（n＝6）
rT（n＝6）
rT（n＝6）
rT（n＝5）
26．0±4．3
Q8．5±2．3
Q9．3±3．0
Q6．8±2．9
30
R2
R4
R0
20
Q5
Q3
Q3
CPM
@　75mg／kg（iv）
HT　40℃
gT　41℃
gT　42℃
gT　43℃
ST（n＝3）
rT（n＝4）
rT（n＝8）
rT（n＝4）
29．6±0．4
Q8．5±1．5
Q8．5±1．9
R0．0±0．7
30
R1
R2
R1
29
Q7
Q5
Q9
Lip－ADM
@　5mg／kg（iv）HT　42℃ ST（nニ8） 38．6±4．2 45 34
HT：温熱療法
ST　：　survival　time
p＜0．03：対非治療群
p＜0．02：対非治療群
p〈0，015：対非治療群
　100
　90
　80
生70
存
率60
0／o　50
　40
　30
　20
　10
　　0
一〇一：非治療群
一△一＝Lip－ADM単独投与群
一ロー；Llp－ADM＋HT併用群〔42℃）
（n＝6）
（n＝9）
（n＝＝8）
　　　　25　30　35　40　4｛ilays
図9　Lip－ADM単独投与群および温熱療法併用群
　　の生存曲線
　　Lip－ADMの単独投与により，非治療群に比べ
　　てSTの延長が認められ，これに温熱療法を加
　　えることによってSTはさらに有意差をもって
　　延長した（p＜0．015）．
れた（表4）．Kaplan－Meier法による生存曲線は，
最大生存日数45日を有するLip－ADMの温熱化学
療法群の生存率が最も高いことを示し（図9），以上
よりLip－ADMによる温熱化学療法の有効性が証明
された．
　9．病理組織学的検討
　腫瘍の増大に伴う変化では，腫瘍中心部から始ま
る変性壊死部の拡大と周囲組織での腫瘍細胞の増加
を認めた．温熱療法単独群では，温熱療法直後より
腫瘍中心部と辺縁部に出血を伴う変性壊死が認めら
れ1日目，3日目には腫瘍内部の広範な島細胞効果
を認めた．しかし，この殺細胞効果は腫瘍の辺縁部
と周囲組織までは十分に及ばず一過性で，南部に残
存した腫瘍細胞が7日目には容易に再増生をきた
し，腫瘍内の変性壊死部の縮小をきたすことが確認
された（図10，11）．化学療法単独群では，Lip－ADM
がADMに比し，投与直後，1日目で腫瘍中心部と血
管周囲の広範な変性壊死と殺細胞効果に優れている
傾向を認めたが，7日目では両者とも差はなく，全経
過を通じて周囲組織での腫瘍細胞の消失は認められ
なかった．温熱化学療法群では，Lip－ADMと温熱療
法の併用により投与後1日目から急速な腫瘍辺縁部
に及ぶ広範な変性壊死と殺細胞効果を認め，これが
7日目を経過しても持続し，さらにこの併用療法に
よってのみ周囲組織での残存腫瘍細胞の消失効果が
認められた．広範な治療効果は腫瘍細胞の消失に伴
い変性を受けた正常周囲組織の再生像からも証明さ
れた（表5，図12，13）．以上よりLip－ADMによる
温熱化学療法の有効性および長期間の持続性が病理
組織学的に証明された．
IV．考 察
　神経芽腫は小児固形腫瘍の中で最も多く，厚生省
の統一プロトコール2）である多剤併用療法，手術療
法，放射線療法などの集学的治療が行われているが，
（9）
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表5　腫瘍および周囲組織の病理所見
腫瘍変性懐死 腫瘍細胞残存 周囲組織（筋組織）
中心部血管周囲辺縁部 中心部血管周囲辺縁部 残存腫瘍細胞筋組織変性再生筋組織
径1．Ocm一一 ± 十十十 十十十 十十 十十 一 一丁治療群 径2．Ocm十　　　± ± 十十 十十 十十十 十十十 一 一
径3．Ocm十十　　± 十十 十十 十十 十 十十十 十 一
直後 ＋出血± ＋出 十十 十十 十十 十十 一 一
HT単独 1dayRday
十十十十十十
¥十十十十十
十十十
¥十十
一一 一一
±± 十十 一十 一一
7day十十　　十十 十十 十 十 十 十十 土 一
直後 十　　　　十一一 十 十十十 十十十 十十 十十 一 一
ADM単独 1dayRday
±　　　±
¥十十十十
十十十 十十十 十十十
¥
十十
}
十十
}
一一 一一
7day十十　　十十 十十 ± 十十 十十 ± 一 一
直後 十十　　十十 十 十十 十十 十十 十 一 一
Lip・ADM単独1dayRday
十十十　十十
¥十　　十十
十十十 十十 十十 十十
¥十
十十 一一 一一
7day十十　　十 ± 十 十十 十十十 十十 一 一
直後 十十　　十 十十 十 十十 十十 ± 一 一
ADM十HT1dayRday
十十十十十十
¥十十十十十
十十
¥十
一一 一一
十十 ±± ±± 一一
7day十十十　十十 十十 一 十 十十 ± 十 ±
直後 ±　　　十 十十 十十 十十 十 ± 一 一
Lip－ADM＋HT1dayRday
十十十十十十
¥十十十十十
十十
¥十十
一一 一一 ±出 一　　　　　　一←　　　　一　出血
{＋出血
一一
7day十十十十十十 十十十 一 一 一 ± 十 十十
Lip－ADMと温熱療法の併用により腫瘍の変性懐死と殺細胞効果が長期間持続しこの併用療法によってのみ周囲組
織での残存腫瘍細胞の消失効果が認められた．
その治療成績はいまだ満足すべきものではない．本
研究は，神経芽腫治療としての温熱化学療法による
局所補助療法の可能性について検討した．
　使用モデルであるC－1300マウス神経芽腫は，A／
Jax（A／J）マウスに自然発生した腫瘍として，1940
年，Cloudman3）により分離された．その形態学的変
化はヒト神経芽腫に極めてよく類似しており，ヒト
神経芽腫治療モデルとして有用であると報告されて
いる4）．本研究でも腫瘍細胞移植による致死率，発育
は有馬ら4）の結果とほぼ一致し，実験方法として適
当であると確認した．
　温熱の抗腫瘍性については古くから報告されてい
るが5）6），癌治療法の一つとして一般に普及するには
至らなかった．1975年，Stehlinら7）は，四肢の悪性
黒色腫患者に対する温熱療法の有効性を報告し，温
熱の抗腫瘍性が一般に認められるようになった．本
実験腫瘍は，悪性黒色腫と同様にAPUD腫瘍であ
ることから，温熱療法に対する効果が予測された．
　温熱療法の有する抗腫瘍性は一般的に，1）比較的
温和な熱処理による細胞致死効果，2）組織内の低
pH，低栄養条件下での細胞の高い温度感受性，3）細
胞周期のうちS期後半での高い感受性，4）放射線や
薬剤の併用による相乗効果，などとされている
が8）一一10），抗腫瘍機序は腫瘍細胞のDNA，　RNAおよ
び蛋白合成阻害，呼吸障害などの代謝障害11）一’13），腫
瘍への血流変化による2次的細胞障害などが検討さ
れている．即ち，生体レベルあるいは組織レベルで
の加温を行った場合，正常組織では，血管拡張・血
流増加に伴う生理的放熱作用が生じるが，腫瘍新生
血管ではその調節作用が認められず，血流うっ滞・
放熱障害による癌組織の致死効果が得られ，さらに
血管損傷による2次的な殺細胞効果も期待できると
（　10　）
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する報告がある14）15）．本研究でも，病理組織学的に温
熱療法後で腫瘍内部および辺縁における血流うっ滞
とそれに伴う出血像がみられ，経時的変化として腫
瘍の変性・壊死部の拡大が認められ，腫瘍への血流
変化が細胞障害をもたらす可能性が示唆された．
　温熱療法の至適温度については，多くの報告で正
常体温よりやや高い温度とされており，ある程度以
上になると正常組織も障害を受け，温熱療法の意義
が失われるとされている11）16）17）．本研究では，マウス
の体温が37．0～37．5℃であることを考慮し，
40～45℃の加温を30分間施行したが，加温45℃で
は全例が加温中および加温直後に死亡，44℃では
20％が46時間後に死亡，20％が48時間以降に死亡
した．40～43℃ではいずれも死亡例はなかったため
加温範囲は40～430Cで設定した．温熱療法の至適温
度の検討では，加温40℃におけるDT，　STが，加
温41～43℃に比し，いずれも短い傾向がみられた．
以上の結果より本研究による至適温度は41～43℃
と判断した．
　温熱化学療法の腫瘍に対する効果は，in　vivo，　in
vitroの実験でも多く報告されているが，鈴木18），
Dicksonら19）は，ラット移植固形型吉田肉腫に対す
る局所温熱化学療法の腫瘍縮小効果を述べ，Hahn
ら20）は，1975年にin　vitroでのADMとBleo－
mycinの温熱併用効果を報告している．臨床的に
は，1987年の厚生省松田班の集計で2’），温熱化学療
法を受けた局所進行癌49例中，CRが10％，　PRが
20％であったとし，小野ら22）も切除不能の進行消化
器癌症例に対する温熱化学療法の有効性を報告して
いる．
　温熱化学療法の抗腫瘍性を高めるためには，癌細
胞の温度感受性，抗癌剤感受性，さらに温熱療法併
用による感受性を検討し，併用抗癌剤を選択する必
要がある．一般にCDDPや，　CPM，　BCNU，　ACNU
に代表されるアルキル化剤，ADM，　Bleomycin，
Mitomycin　Cなどの抗癌抗生物質など，容量依存的
に作用する薬物は温度効果が示される．一方，代謝
拮抗剤やビンカアルカロイド抗癌剤などの時間依存
的に作用される薬物は，一般に温熱効果を受けない
とされている23）．これらの中で，ヒト神経芽腫に有効
とされている抗癌剤はCPM，　CDDPおよびADM
が代表的であり，有馬ら4）は，C－1300マウス神経芽
腫系を用いたCPM，　CDDPの抗癌剤感受性の検討
を行い，特にCPMの有効性を報告している．本研
究ではC－1300マウス神経芽腫系を用い，CPM，
CDDP，　ADMによる化学療法および温熱化学療法
の検討を行った．その結果CPMは，その単独投与
でDT，　STの延長を認め，特に43℃でさらにDT，
STを延長せしめる温熱効果を認めた．これに対し
CDDPは単独投与あるいは温熱療法のいずれにお
いても抗腫瘍効果が少ない結果となった．ADMは，
単独投与での抗腫瘍効果は認めなかったが，42～43．
CでDT，　STを有意に延長せしめる温熱効果を認
めた．以上の結果より，特に本研究では，温熱化学
療法で最も有効であったADMを人工脂質膜小胞
であるリボソームで封入したLip－ADMを作製し，
近年注目されているDrug　derivary　system（DDS）
の臨床応用24＞25）を前提とした温熱化学療法の実験
的検討を行った．リボソームは1965年Bangham
ら26）によって初めて報告され，内部に水層を有する
脂質皮膜からなる閉鎖水胞で，薬剤などを封入する
ことにより薬剤担体として利用可能であり，その毒
性・免疫源性は少ないとされている．また，リボソ
ーム内に抗癌剤を封入することにより抗腫瘍効果が
増強することは，Papahadjopoulos27），　Bimanesh28），
Forssenら29）が報告しており，熊井ら30）は，熱感受
性リボソームの温熱療法についてヒト肝癌株を用い
て腫瘍の局所加温を行い，抗腫瘍効果の増強をみた
と報告している．本研究では，ADMをリボソーム
に封入した熱感受性Lip－ADMを用い，神経芽腫に
対する局所温熱化学療法の有効性を検討したが，リ
ボソーム封入CDDPを用いた神経芽腫に対する抗
腫瘍効果を検討した報告31）もみられる．谷藤ら32）
は，ラットVX2胃癌モデルを用いたりボソーム封
入ADMの局所投与の実験的研究を行い，臨床応用
の可能性を報告した．
　癌の化学療法では，少量で制癌効果が大きく，か
つ毒性の少ない薬剤の開発が期待されている．本研
究では，副作用の軽減，腫瘍到達性の向上を目的と
して，熱感受性のあるLip－ADMを作製し，　G1300
マウス神経芽腫系に対する化学療法および温熱化学
療法の実験的検討を行った．その結果Lip－ADMは，
単独投与でDT，　STの延長を認め，さらに42℃で
のDT，　ST延長の温熱効果は顕著であり，特にST
の延長には有意差（p〈0．015）を認めた．本実験腫
瘍に対してADM，特にLip－ADMが温熱化学療法
の抗癌剤として有用であると判定した．
　生体内に投与されたリボソームは，細網内皮系に
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多く取り込まれ，網内系組織である肝臓，脾臓に特
に移行しやすいことが知られている33）．本研究にお
ける腫瘍内のADM濃度については，　Lip－ADMが
投与後1，12，24時間のいずれにおいてもADM単
独投与に比しADM濃度が高値を示し，温熱42℃
を加えると更に腫瘍内濃度が増加した．この結果よ
り，Lip－ADMは実験的に神経芽腫に対して有効で
あり，温熱療法の併用により，Drug　derivary
stystem（DDS）を応用した本腫瘍に対するtaget
therapyになり得ることが解明された．また，　Lip－
ADM投与後の経時的な腫瘍内ADM濃度の測定で
は，24時間後で再上昇が認められた．これはリボソ
ームに封入したADMが徐放性に腫瘍内に移行す
る機序により，ADMの腫瘍内濃度は長時間高濃度
に維持され，高い抗腫瘍効果が得られたと推察され
た．
　ADMの副作用として，臨床上特に心毒性が問題
となる．心毒性の発生機序は明らかではないが，総
投与量に比例して発生頻度が高くなり，また心筋
ADM最大濃度を下げることが心障害の発生頻度を
減少させることが知られている34）．本研究でADM
をリボソームに封入し投与した場合，心臓のADM
濃度は1，12，24時間後のいずれにおいても，ADM
単独投与に比し低値を示した．即ち，リボソームに
封入することによりADMの心毒性を著明に軽減
し得る可能性が示唆された．これは，抗癌剤をリボ
ソームに封入することで，通常投与よりも少ない量
で同じ治療効果と副作用の軽減が得られることか
ら，反復投与や，また逆に通常投与よりも多い総量
の投与が可能となることが示唆された．
　実験動物腫瘍を用いた温熱療法の病理組織学的研
究は，Suitら35）の報告をはじめとして数多く報告さ
れている．これらの中で加温による腫瘍の変化は，
広範囲の出血と壊死が特徴的とされているが，徐
ら36）は，マウス乳癌を用いた実験で，加温単独処置
では血管周囲および腫瘍辺縁部に腫瘍細胞が残存し
やすく，残存した癌細胞は容易に再増殖をきたす傾
向にあると述べている．本研究でも，これと全く一
致する傾向が認められたが，Lip－ADMと温熱療法
の併用では，急速かつ広範囲の出血を伴う腫瘍の変
性壊死がみられ，その周囲組織に対しても残存腫瘍
細胞の消失効果を認めた．しかもこれらの効果が長
期間持続する傾向を認め，病理組織学的にも　Lip－
ADMと温熱療法の併用による温熱化学療法の有用
性が解明された．
V．結 語
一　435　一
　1．マウス神経芽腫C－1300第5世代細胞に対し
て，温熱療法単独では抗腫瘍効果は認められなかっ
た．
　2．温熱療法の至適温度は41～43℃であった．
　3，温熱化学療法群では，ADMと温熱療法の併用
が有効であったが，CDDPとの併用では生存期間の
短縮が認められ，無効であった．
　4．Lip－ADMの腫瘍内移行濃度は，　ADMより高
値を示し，温熱療法併用で著明に上昇した．
　5．Lip－ADMと温熱療法の併用は，doubling　time
およびsurvival　timeを最も延長せしめ，神経芽腫
に対して有効なtarget　therapyとなることが示唆
された．
　6．病理組織学的所見より，Lip－ADMと温熱療
法の併用は腫瘍およびその周囲組織に至る，広範か
っ持続的な抗腫瘍効果が証明された．
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